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Rakovina představuje velmi heterogenní skupinu onemocnění a výsledky 
v současnosti dostupné protinádorové léčby jsou vysoce variabilní s nedostatečnými počty 
vyléčených pacientů. Pro hledání a vývoj nových, selektivních a specifických, nádorových 
biomarkerů, které mohou být použity ke sledování stavu nemoci a terapie, se používá celá 
řada proteomických technik.  
S ohledem na výše zmíněné skutečnosti jsme se v této práci zaměřili na studium 
proteomu nádorových buněk a jeho změn po působení protinádorových léčiv se specifickým 
zaměřením na (a) odpověď ke konvenčním léčivům ze skupiny antracyklinů s přihlédnutím 
k jejich rozdílnému klinickému využití a (b) identifikaci nových terapeutických cílů 
v nádorových buňkách rezistentních k biologickým preparátům jako jsou inhibitory (b1) 
cyklin-dependentních kináz a (b2) Aurora kináz.  
V této studii jsme identifikovali několik klíčových aspektů, které se vztahovaly 
k účinkům daunorubicinu, doxorubicinu a mitoxantronu. Zaměřili jsme se na časné 
intervaly po působení léčiv, kdy je minimalizován vliv apoptózy, a nalezli jsme změny 
proteinů metabolických a celulárních procesů společné pro všechna tři léčiva. Podstatnější 
bylo pozorování signifikantních změn proteinů účastnících se tvorby metabolických a 
energetických prekurzorů, které byly specifické pro působení daunorubicinu, transportních 
proteinů v odpovědi na působení doxorubicinu a skupiny proteinů imunitního systému, 
které byly charakteristické pro působení mitoxantronu. Jak párové porovnání tak 
multivariační analýza odhalili daunorubicin jako nejrozdílnější ze sledované skupiny léčiv. 
 Práce zabývající se rezistencí nádorové buňky odhalila klíčovou úlohu Rho GDP-
disociačního inhibitoru, Y-box binding proteinu a HSP70/90 organizujícího proteinu 
v rozvoji rezistence k inhibitoru cyklin-dependentních kináz. Výsledky dále ukazují, že pro 
rozvoj chemorezistence jsou důležité i další parametry jako jsou zkracování proteinů nebo 
jejich posttranslační modifikace. Na dalším příkladu zaměřeném na rezistenci k Aurora 
kinázovým inhibitorům se projevil vliv stavu proteinu p53 v nádorové buňce, ale také přímé 
spojení na proteinu p53 nezávislého mechanismu rezistence k CYC116 s procesem 
autofagie. Serin hydroxymethyltransferáza, serpin B5 a kalretinin  představují proteiny, 
které mohou pomoci k překonání rezistence u kombinovaných terapií. 
Změny proteinů typických pro konkrétní léčiva, které mohou pomoci k objasnění 
protinádorového účinku těchto léčiv, spolu s využitím blokace aktivovaných adaptivních 
nádorových signálních drah mohou významně přispět ke zlepšení výsledků protinádorové 
terapie. Stále ale zůstává potřeba provést relevantní biologickou a funkční interpretaci 







Cancers represent a group of unprecedented heterogeneous diseases and currently 
available anti-cancer therapies provide highly variable efficacy with unsatisfactory cure 
rates. A wide range of proteomic technologies are being used in quest for newer approaches 
which could significantly contribute to the discovery and development of selective and 
specific cancer biomarkers for monitoring the disease state and anti-cancer therapy success. 
Taking into consideration the above aspects, this research was undertaken to study 
cancer cell proteomes and their changes after anti-cancer treatment with specific focus on: 
(a) response to conventional anthracycline/anthracenedione drugs with respect to their 
different clinical efficacy and (b) identification of novel targets for therapy in cancer cells 
resistant to biological drugs such as inhibitors of (b1) cyclin-dependent kinases and (b2) 
Aurora kinases.  
 This study identified several interesting key aspects related to the effects of 
daunorubicin, doxorubicin and mitoxantrone. With the main focus on early time intervals 
when the influence of apoptosis is minimised, changes common for all three drugs 
belonging mainly to metabolic and cellular processes were observed. More importantly, 
significant changes in proteins involved in the generation of precursor metabolites and 
energy specific for daunorubicin, transport proteins participating in response to doxorubicin 
and a group of proteins of immune system characterising response to mitoxantrone were 
observed. Both a paired comparison and the multivariate evaluation of quantitative data 
revealed daunorubicin as a distinct member of monitored anthracycline/anthracenedione 
drugs. 
 Studies on the development of cancer cell resistance revealed that Rho GDP-
dissociation inhibitor 2, Y-box binding protein 1, and the HSP70/90 organizing protein have 
a critical role to play in resistance to cyclin-dependent kinases inhibitor. The results 
indicated that various other parameters such as protein truncation and post-translational 
modification(s) are involved in drug-resistance. Another example focused on resistance to 
Aurora kinases inhibition underlined the important influence of p53 background 
functionality of cancer cell resistance and highlighted a direct link of p53-independent 
mechanism of resistance to CYC116 with autophagy. Importantly, serine 
hydroxymethyltransferase, serpin B5 and calretinin represent the proteins which may help 
overcome resistance with a combination therapy approach. 
A combination of identified drug specific protein changes, which may help to 
explain anti-cancer activity, together with the benefit of blocking activation of adaptive 
cancer pathways, presents important approaches to improving treatment outcomes in cancer. 
In order to combat cancers, proteomic research derived findings may play a critical role, 
however, careful interpretation of the results and their relevance to biological and functional 






3.1 Biologie nádorů 
Jako rakovinu označujeme heterogenní skupinu nádorových onemocnění, která jsou 
v současnosti druhou nejčastější příčinou úmrtí v České republice. Vznik nádoru je 
komplexní vícestupňový proces spojený s mutacemi nebo epigenetickými změnami 
v genomu buňky, hlavně v genech kontrolujících proliferaci a přežívání buňky. Tyto mutace 
mění jak primární strukturu genu, tak jeho kvantitativní zastoupení, například amplifikace 
genu nebo změny v počtu chromozomů. Rizikové faktory pro vývoj nádorového 
onemocnění jsou životní prostředí a styl včetně nepříznivých a toxických činitelů jako 
kouření tabáku nebo ionizujícího a UV záření, ale i infekčních onemocnění nebo 
chronických zánětů  [1]. Základní biologické znaky charakteristické pro nádorové buňky 
shrnuté v roce 2000 jsou samostatná produkce proliferačních signálů, necitlivost k růstovým 
supresorům, poškození mechanismů apoptózy, neomezený replikační potenciál, indukce 
angiogeneze a schopnost metastázovat  [2]. V nedávné době byly jako další znaky 
přispívající ke vzniku nádorů navrženy také změny v energetickém metabolismu buňky 
vedoucí k neustálé podpoře buněčného růstu a proliferace a únik nádorových buněk 
imunitnímu systému. K posílení výše navržených charakteristik, které se snaží nádorová 
buňka získat, přispívá genetická nestabilita a s tumorem spojený zánět, kterého se účastní 
hlavně složky přirozené imunity (Obr. 1)  [3].  
 
3.1.1 Protein p53 a jeho úloha v nádorové buňce 
Protein p53 je multifunkční protein označovaný za „strážce genomu“. Jedná se o 
transkripční faktor, který reguluje přes 100 různých genů. Jeho dvě hlavní funkce jsou 
cytostatická, kdy dojde k dočasnému zastavení buněčného cyklu v případě poškození DNA 
buňky s následnou podporou enzymů účastnících se oprav DNA, nebo aktivace apoptózy 
jako odpověď na masivní poškození DNA nebo hypoxii v buňce. Gen pro protein p53 je 
pravděpodobně nejčastěji mutovaný gen v lidských nádorech. Díky svým různým funkcím 
hraje významnou úlohu v mnohastupňovém procesu vzniku nádoru. Nádorová buňka 
profituje již z bodových mutací v jedné alele genu p53, které mohou posléze vést až 
k eliminaci proteinu p53 z buňky. Narušením funkce proteinu p53 pak buňka uniká jeho 
cytostatickým a pro-apoptotickým účinkům a i s poškozeným genomem může dále 
proliferovat. Navíc snáze toleruje hypoxii, ke které při růstu nádoru dochází. Protein p53 
podporuje mimo jiné i expresi anti-angiogenního faktoru trombospondinu 1 a jeho 





Obr. 1 Základní biologické znaky rakoviny. Převzato z Hanahan a Weinberg 2011 
[3] 
3.2 Protinádorová chemoterapie 
V současnosti se pro léčbu nádorových onemocnění nejčastěji používá kombinace 
tradiční chirurgie s radioterapií anebo chemoterapií. Zatímco první dvě jmenované jsou 
lokální, jediná chemoterapie má systémové účinky a tím i schopnost eliminace 
diseminovaných nádorových buněk, které bývají hlavní příčinou selhání léčby a 
opakovaného výskytu nádoru. Chemoterapie zahrnuje podávání cytostatických nebo 
cytotoxických léků s potenciálem zabít nádorovou buňku. Léčiva jsou syntetického původu 
nebo se může jednat o deriváty získané z rostlin nebo plísní. Mezi další farmakologickou 
protinádorovou léčbu patří hormonální léčba, léčba diferenciačními látkami nebo cílená 
biologická léčba. Mechanismy účinku protinádorové chemoterapie jsou různé, většina léčiv 
indukuje poškození DNA a/nebo narušení buněčného cyklu. Podle mechanismu účinku se 
v současnosti používaná konvenční protinádorová chemoterapeutika dělí na několik skupin: 
alkylační cytostatika (melfalan, cyklofosfamid), antimetabolity (metotrexát, 5-fluorouracil), 
protinádorová antibiotika (doxorubicin, daunorubicin), rostlinné alkaloidy (taxol, vinka 
alkaloidy) a další (platinová cytostatika). Nevýhodou těchto konvenčních léčiv je, že 
poškozují nejenom nádorové buňky, ale i jiné hlavně rychle proliferující buňky. Léčba se 
pak stává kompromisem mezi dostatečnou účinností podávané látky a ještě přijatelnými 
vedlejšími účinky. Obecné terapeutické standardy jsou odvozené z průměrné účinnosti léku 
stanovené na základě klinických zkoušek na velkém počtu pacientů. Bohužel individuální 
odpověď konkrétního pacienta na léčbu může být od zlatého standardu značně odlišná a je-




výzkumu protinádorových léčiv je proto i personalizace protinádorové terapie. Nalezení 
spolehlivých markerů citlivosti nádorů na léčivo za použití molekulárních, genetických 
nebo proteomických testů je jedním z klíčových úkolů klinického vývoje nových léčiv, ať 
již se jedná o cytotoxická léčiva nebo o cílená léčiva, jinak hrozí pokračování současného 
stavu, kdy z drahé terapie s řadou závažných vedlejších účinků profituje pouze část 
pacientů  [5]. 
 
3.2.1 Antracyklinová antibiotika 
Antracyklinová antibiotika doxorubicin a daunorubicin patří mezi nejúčinnější 
protinádorová léčiva již od 60. let minulého století, kdy byla izolována z plísně 
Streptomyces peucetius. Spektrum jejich použití je široké od léčby solidních tumorů po 
léčbu hematologických nádorových onemocnění, a to buď jako monoterapie nebo 
v kombinovaných režimech [6]. Mezi jejich hlavní mechanismy účinku patří inhibice 
topoizomerázy II, kdy dochází ke kovalentní vazbě mezi DNA a enzymem a tím ke zlomům 
v DNA řetězci [7], dále interkalace do DNA a tvorba reaktivních kyslíkových radikálů. 
Právě reaktivní kyslíkové radikály se zároveň zdají být hlavní příčinou závažných 
vedlejších účinků, z nichž nejzávažnější je kardiotoxicita [8]. Mitoxantron, syntetický 
derivát s antracendionovou strukturou je především strukturálně velmi příbuzný 
antracyklinům [9]. Zajímavou biologickou otázkou zůstává, proč má skupina léčiv s tak 
podobnou chemickou strukturou poměrně dost odlišné klinické využití. Stejně tak chybí 
porozumět detailnímu mechanismu účinku těchto léčiv z molekulárního pohledu.  
 
3.3 Cílená biologická léčba 
Nejnovější poznatky buněčné biologie pomohly porozumět s rakovinou souvisejícím 
změnám genů, proteinů a signálních drah, které se tak staly zajímavým cílem pro vývoj 
nových protinádorových léčiv. Tato cílená léčiva jsou namířena proti klíčovým 
mechanismům vzniku nádorů na úrovni buňky jako jsou zvýšená exprese nebo mutace 
v buněčných receptorech nebo jejich efektorech. Příklady takových moderních cílů jsou 
receptory růstových faktorů nebo tyrosin-kinázové receptory (EGFR, VEGFR, PDGFR, 
stem-cell factor, c-Kit nebo Bcr-Abl protein)  [10, 11]. Typickým příkladem je právě vývoj 
léčiva Glivec (Imatinib mesylát), což je inhibitor fúzního proteinu Bcr-Abl vznikajícího 
díky chromozomální translokaci typické pro chronickou myeloidní leukémii (CML) [12]. 
Při léčbě pacientů v chronické fázi CML dochází ke kompletnímu ústupu nemoci asi u 90% 
pacientů  [13], zatímco u pacientů v akutní leukemické fázi dochází po krátkodobé remisi 
k návratu onemocnění s klony buněk rezistentních k léčivu  [14]. Dalšími typickými cíli 
biologické léčby jsou látky inhibující intracelulární onkogenní signální dráhy jako jsou Ras-
Raf-Mek-Erk MAPK a následné efektory mTOR kinázy, látky zacílené na integriny  [15], 




proteazomového (Velcade-bortezomid) systému nebo matrix-metaloproteináz  [16]. I pro 
cílená léčiva platí totéž co pro konvenční terapie. Tato léčba je účinná pro určité skupiny 
pacientů s daným molekulárním profilem, lépe se osvědčuje kombinovaná terapie 
s klasickým léčivem  [17] a i zde dochází k rozvoji chemorezistence.  
 
3.3.1 Inhibitory cyklin-dependentních kináz 
Cyklin-dependentní kinázy (CDKs) v komplexu s cykliny patří mezi klíčové 
molekuly regulující buněčný cyklus  [18]. Hyperaktivace CDKs nebo disregulace 
endogenních inhibitorů CDKs (CDKI) je velmi častou vlastností nádorových buněk  [19]. 
Tyto změny vedou hlavně k deregulaci progrese S-fáze buněčného cyklu. Předpokládá se 
tedy, že ovlivnění těchto aberantních CDKs může být užitečné v protinádorové terapii. Do 
pilotních klinických testů se v nedávné době dostalo několik inhibitorů CDKs jako 
například flavopiridol. Z cytokininů, rostlinných hormonů, byly odvozeny syntetické 
inhibitory CDKs roscovitin (CYC202), olomoucin nebo bohemin. Tyto látky inhibují 
CDK1/CDK2, CDK4 a CDK7  [20]. Roscovitin prochází v současné době první a druhou 
fází klinického testování například u nemalobuněčného plicního karcinomu. Monitorování 
proteinové odpovědi nádoru na léčivo a s ní souvisejících mechanismů vzniku 
chemorezistence může přispět k implementaci těchto preparátů do jejich klinického využití. 
 
3.3.2 Aurora kinázové inhibitory 
Jako Aurora kinázy (AURKs) je označována rodina serine/treoninových protein 
kináz Aurora A, B a C. Tyto kinázy regulují buněčné dělení, účastní se mnoha procesů v 
mitóze jako například segregace chromozomů nebo cytokineze. V mnoha různých lidských 
nádorech byla detekována jejich zvýšená exprese, která může podle předpokladů vést ke 
genomické nestabilitě a aneuploidii. Z tohoto důvodu se AURKs staly zajímavým cílem 
protinádorové terapie a inhibitory AURKs vykazují antiproliferační účinky  [21]. Do 
současnosti prošlo či prochází preklinickým nebo klinickým testováním již více než 30 
AURK inhibitorů. Jedním ze slibných inhibitorů AURKs procházející první fází klinického 
testování u solidních tumorů je i CYC116, který kromě celé rodiny AURKs inhibuje i 
VEGFR2 a má tak i antiangiogenní účinky. Prvním detailně charakterizovaným AURK 
inhibitorem, který se používal hlavně pro studium biologických vlastností AURKs, je 
ZM447439 od společnosti AstraZeneca  [22].  
 
3.4 Nádorová chemorezistence 
Rozvoj chemorezistence k nádorovým léčivům je jedním z hlavních důvodů selhání 
terapie. Rezistence na léčivo může být primární nebo získaná sekundární. Existuje několik 




zvýšené množství P450 enzymů účastnících se metabolismu léčiv nebo zvýšené odstranění 
léčiva z buněk pomocí transportérů. Dále u léčiv, která poškozují DNA, může dojít 
k nadměrné aktivaci DNA opravného systému. Další skupinou mechanismů účastnících se 
rozvoje rezistence jsou faktory přispívající ke zvýšenému přežívání buněk jako je například 
blokace apoptózy nebo senescence  [23]. Nemalou roli hrají i nádorové kmenové buňky, 
které jsou díky své kmenovosti schopné sebeobnovy a neomezeného počtu dělení, s čímž 
jsou spojeny právě zvýšená kapacita DNA oprav a odolnost vůči apoptóze  [24].  
 
3.5 Biomarkery ve výzkumu rakoviny 
V současnosti se pro diagnostiku, výběr léčebného postupu, prognózu a predikci 
vývoje nádorového onemocnění používá nejčastěji patomorfologické vyšetření. Bohužel se 
ukazuje, že pro přesnou identifikaci a klasifikaci mnoha různých subtypů onemocnění je 
tento systém mnohdy nedostačující. V některých případech je možno použít cytogenetické 
metody schopné detekovat genetické změny v nádorech na úrovni chromozomů nebo 
mutací jednotlivých genů. Ještě lépe charakterizovat a klasifikovat nádory do skupin se 
specifickými vlastnostmi se povedlo v transkriptomických studiích, které se zaměřovaly na 
změny v množství mRNA nebo změny alternativního splicingu  [25]. Většina těchto studií 
se zaměřuje hlavně na objevení nových biomarkerů, které budou více specifické a selektivní 
v porovnání se současnými a pomohou lépe popsat tak komplexní biologický systém jako je 
rozvoj nádorového onemocnění a jeho terapie. Stejně tak se očekává, že i proteomické 
techniky pomohou nalézt nové nádorové proteinové markery pro diagnostiku, prognózu, 
predikci a monitorování terapie. Takovéto markery by měly být pokud možno specifickou 
odpovědí organismu na daný typ nádoru a ideálně sekretovány přímo nádorovou buňkou do 
tělesných tekutin. Tělesné tekutiny se tak stávají slibným materiálem pro studium 
biomarkerů. Nejvyšší koncentrace těchto markerů bude podle předpokladů v tkáňových 
intersticiálních tekutinách a bude postupně klesat se vzdáleností od nádoru až do krevní 
plazmy  [26]. Krevní plazma/sérum je jednou z nejdostupnějších a nejstudovanějších 
tekutin, ale za cenu očekávaných nízkých koncentrací potenciálních nových nádorových 
markerů za přítomnosti obrovského koncentračního rozsahu ostatních složek krevní plazmy 
/séra  [27]. Zdá se být nezbytné redukovat komplexnost tělesných tekutin, ať již se jedná o 
krev, moč nebo jiné, za použití různých strategií jako je například deplece nejvíce 
abundantních proteinů pomocí protilátek  [28], zaměření se na určitý subtyp proteinů jako 
jsou glykoproteiny  [29] nebo kombinace protilátkových technik s vysoce citlivou 
hmotnostní spektrometrií  [30].  
 
3.6 Proteomika ve výzkumu rakoviny 
Proteomika se obecně zabývá výzkumem proteinů kódovaných genomem daného 




organismu, jejich subcelulární lokalizací, posttranslačních modifikací, vzájemných interakcí 
mezi nimi a vztahem mezi strukturou a funkcí. Tyto cíle proteomiky byly formované 
organizací HUPO na konferenci v americké Virginii již v roce 2001. Proteomika ve 
výzkumu rakoviny si zaslouží pozornost hned z několika důvodů. I přes naše lepší 
porozumění genomickým aberacím nádorových buněk a charakterizaci nádorových 
fenotypů pomocí transkriptomiky je obecně korelace mezi množstvím mRNA a skutečným 
množstvím proteinu v buňce malá, geny mohou díky odlišnému splicingu a translaci 
kódovat několik různých proteinových variant nebo klíčové proteiny pro maligní chování 
nádoru mohou být posttranslačně modifikovány. Je zřejmé, že proteom nádorové buňky 
lépe odráží funkci a dynamické změny v čase a tím umožňuje sledovat průběh onemocnění 
a odpověď na terapii. Předpokládá se, že pro zhruba 20 000 protein-kódujících genů může 
počet proteinových variant dosahovat i přes milion  [31]. Naproti tomu výzvami 
proteomického výzkumu jsou extrémní heterogenita a v případě nádorů i proměnlivost 
buněčných populací v tkáních, široké dynamické rozpětí koncentrací proteinů v tělních 
tekutinách, dosahujícího asi 10 řádů i potřeba validace molekulárních změn na velké 
skupině pacientů nejlépe za použití jiné nezávislé techniky. 
Proteomika využívá celé řady metod, které lze cíleně použít již při přípravě vzorku 
jeho obohacením ať již z hlediska subcelulární frakcionace nebo zaměřením se na konkrétní 
subproteom (glykoproteom, fosfoproteom). Ve standardním proteomickém schématu 
následuje globální profilování nebo srovnávací funkční analýza vzorku tkání, buněk nebo 
tělních tekutin  [32]. Nejčastější separační metodiky využívají buď gelových technik jako je 
jedno- nebo dvourozměrná gelová elektroforéza nebo ne-gelových separačních technik jako 
je jedno- i dvourozměrná kapalinová chromatografie. Následuje identifikace proteinů, 
respektive jejich posttranslačních modifikací a jejich kvantifikace pomocí hmotnostní 
spektrometrie (MS). K relativní kvantifikaci využíváme různých druhů značení jako je 
„stable isotope labeling by amino acids in cell culture (SILAC)“, „isobaric tags for relative 
and absolute quantification (iTRAQ)“, „isotope coded protein labeling (ICPL)“ nebo tzv. 
label-free kvantifikace, bez značení, kdy se využívá počítání píků spekter nebo porovnání 
LC-MS profilů. Absolutní kvantifikace je také možná, a to přidáním izotopicky značeného 
vnitřního standardu proteotypického peptidu. Specifickou modifikací užití absolutní 
kvantifikace je metoda Selected Reaction Monitoringu (SRM), která umožňuje pomocí 
měření kombinace retenčního času peptidu, peptidové hmoty a specifických fragmentací 
konkrétního předem zvoleného peptidu přesně určit množství tohoto peptidu i 
v komplexním vzorku. Takto se dá v jednom vzorku během krátké doby monitorovat 
současně až několik desítek peptidů  [33].  
Ve výzkumu rakoviny se proteomika využívá mimo jiné pro sledování nádorových 
profilů, účinku protinádorových léčiv, ať již konvenční chemoterapie nebo 
experimentálních preparátů, rozvoje a mechanismů chemorezistence a hledání nových 






4.1 Příprava vzorků 
CEM T-lymfoblastická linie buněk, resp. další buněčné linie byly kultivovány 
v Laboratoři experimentální medicíny ve Fakultní nemocnici Olomouc  [34]. Pro kultivace 
bylo použito RPMI-1640 médium, resp. DMEM médium doplněné o glutamin, antibiotika a 
10% fetální bovinní sérum. Buňky ošetřené léčivem byly kultivovány po příslušnou dobu 
v médiu s rozpuštěným léčivem daunorubicinem, doxorubicinem, mitoxantronem, 
cisplatinou a taxolem. Pro určení cytotoxicity bylo použito MTT testu  [35] a pro každé 
léčivo byla vypočtena hodnota poloviční inhibiční koncentrace IC50. Čas do nástupu 
apoptózy (TA) pro každé léčivo pro hodnotu 10x IC50 byl vypočten podle aktivace kaspáz 3 
a 7  [36]. Rezistentní linie buněk byly ustanoveny z mateřské linie dlouhodobou kultivací 
buněk v subletálních dávkách léčiva (CDKI bohemin) pro CEM buňky nebo jednorázovým 
ošetřením vysokou dávkou léčiva (AURKIs CYC116 a ZM447439) pro HCT116 buňky. 
Kontrolní neošetřené buňky, buňky ošetřené léčivem, rezistentní buňky i rezistentní ošetřené 
buňky byly sklizeny v příslušných časových intervalech, promyty a lyzovány v pufru 
obsahujícím 7 M močovinu, 2 M thiomočovinu, 3% w/v CHAPS, 2% v/v Nonidet P40, 5 mM 
TCEP a inhibitory proteáz a fosfatáz (Roche) pro 2-DE nebo 7,5 M močovinu, 2,5 M 
thiomočovinu, 62,5 mM Tris, 2,5% oktyl glukosid, 6,25 mM TCEP, 12,5% glycerol a 
inhibitory proteáz (Roche) pro 2D-HPLC. Byla stanovena koncentrace proteinů a lyzáty buněk 
byly zamraženy na -80 
0
C pro jejich další použití. 
 
4.2 Separace proteinů pomocí dvourozměrné gelové elektroforézy (2-DE) 
a pomocí dvourozměrné kapalinové chromatografie (2D-HPLC) 
Lyzáty buněk byly pomocí 2-DE separovány v první dimenzi podle izoelektrického 
bodu proteinů na imobilizovaném pH gradientu 4-7 a 6-11 a ve druhé dimenzi podle 
molekulové hmotnosti proteinů na vertikální 12% polyakrylamidové SDS elektroforéze. Po 
separaci byly proteiny v gelech vizualizovány pomocí fluorescenčního Sypro nebo 
stříbrného barvení podle Shevchenka  [37], digitalizovány na skeneru Pharos FX a vzniklé 
proteinové mapy byly počítačově vyhodnoceny v software Redfin Solo (Ludesi). 
Signifikantně diferenční spoty mezi kontrolními a ošetřenými/rezistentními vzorky buněk 
byly vybrány pro identifikaci pomocí MS. 
Analogicky byly lyzáty buněk separovány pomocí 2D-HPLC systému 
ProteomeLab
TM 
PF 2D, kdy separace v první dimenzi proběhla opět pomocí izoelektrického 
bodu proteinů na chromatofokusační koloně a ve druhé dimenzi pomocí hydrofobicity 




po chromatofokusaci, respektive 220 nm po reverzní fázi. Získaný záznam byl počítačově 
převeden na proteinové mapy, ty byly vyhodnoceny pro signifikantně regulované proteiny 
mezi vzorky a tyto proteinové frakce byly vybrány pro MS identifikace. 
 
4.3 Identifikace a kvantifikace proteinů pomocí MS 
Pro identifikace proteinů z 2-DE byly nejprve připraveny preparativní gely 
s dvounásobnou nanáškou pro pH 6-11 gely a pětinásobnou nanáškou pro pH 4-7 gely 
oproti původním analytickým gelům. Proteinové spoty vybrané pro verifikace byly z gelů 
manuálně vyříznuty, tyto gelové kostky odbarveny a následně byly proteiny v gelu přes noc 
naštípány pomocí trypsinu na peptidy, které byly odsoleny, zakoncentrovány, naneseny 
v matrici na terčík a analyzovány na přístroji Ultraflex III MALDI-TOF/TOF (Bruker 
Daltonics). Získaná peptidová spektra byla metodou peptide mass fingerprinting (PMF) 
prohledána proti lidské Swiss-Prot 2011-09 databázi. Proteiny identifikované na hranici 
spolehlivosti byly potvrzeny měřením MS/MS spekter. 
Pro identifikace proteinů z 2D-HPLC byl použit stejný postup s tím rozdílem, že 
příslušné proteinové frakce po druhé dimenzi separace byly nejprve vysušeny a přímo 
rozpuštěny v pufru obsahujícím trypsin. 
Přestože lze použité metodiky 2-DE i 2D-HPLC použít k relativní kvantifikaci 
proteinů získaných proteinových skvrn či píků, v určitých případech, například je-li ve 
vzorku analyzovaném na MS směs více proteinů, je výhodné provést další relativní MS 
kvantifikaci proteinů pomocí značení peptidů. V našem případě bylo provedeno značení 
iTRAQ. Po štěpení proteinů trypsinem byl do protokolu implementován krok značení 
peptidů pomocí iTRAQ reagentu, kdy pro různé vzorky byla použita jiná izobarická značka 
a postup byl optimalizován pro koncentrace proteinů nižší než v původně 
použitých  celobuněčných lyzátech  [38]. Příslušné vzorky byly smíchány, naneseny na 
MALDI terčík a analyzovány společně. Identifikace proteinů probíhala pomocí PMF, 
kvantifikace následně pomocí relativního porovnání poměru reportérových iontů z MS/MS 
spekter.  
Veškeré MS analýzy byly provedeny ve spolupráci s Mikrobiologickým ústavem 
AV ČR. 
 
4.4 Protilátkové verifikace proteinových změn 
Pro ověření kvantitativních změn vyhodnocených z předchozích analýz bylo pro 
vybrané proteiny použito protilátkové metody imunoblotu. Pro imunoblot byly proteinové 
lyzáty smíchány s SDS pufrem a rozděleny na jednorozměrné gelové chromatografii. 




systému, konjugovány se specifickou primární a následně sekundární protilátkou. Detekce 
probíhala za pomocí chemiluminiscence na fotografický film nebo pomocí fluorescence 
skenováním gelu. Získaný signál byl digitalizován a počítačově vyhodnocen pomocí 




5 CÍLE PRÁCE 
 
Cílem dizertační práce byla proteomická analýza nádorové buňky a studium jejích 
změn po působení protinádorových léčiv.  
 
Specifické cíle práce jsou: 
 Studium specifických i společných účinků klasických protinádorových léčiv ze 
skupiny antracyklinů na úrovni proteomu u modelového systému hematologické 
nádorové buněčné linie.  
 Identifikace potenciálních cílů chemorezistence proti inhibitoru cyklin-
dependentních kináz v nádorové buňce reprezentující hematologickou malignitu.  
 Identifikace potenciálních cílů nádorové rezistence k inhibitorům aurora kináz na 
modelové linii kolorektálního karcinomu reprezentující solidní tumor s přihlédnutím 
k fenotypu proteinu p53. 
 Optimalizace relativní kvantifikace proteinů pomocí iTRAQ předcházejícího 
tandemové hmotnostně-spektrometrické analýze proteinových frakcí s nízkým 
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7 KOMENTÁŘ K PUBLIKACÍM 
 
7.1 Odpověď nádorové buňky na antracykliny: proteiny skryté za 
účinkem těchto léčiv 
 
Cancer cells response to anthracycline effects: Mysteries of the hidden proteins associated 
with these drugs  
Tyleckova J., Hrabakova R., Mairychova K., Halada P., Radova L., Dzubak P., Hajduch M., 
Gadher S.J., Kovarova H., Int J Mol Sci (2012) 13(12): 15536-15564; IF: 2,598 
 
 V této práci jsme pomocí proteomického profilování porovnávali velmi časný 
účinek antracyklinových léčiv daunorubicinu (DNR) a doxorubicinu (DOXO) a 
antracendionu mitoxantronu (MTX) na buněčnou linii T-lymfoblastické leukemie jako 
modelu hematologické malignity. Hlavními cíli byla nejenom charakterizace typických 
markerů protinádorové odpovědi ke konkrétnímu léčivu, ale také definice biologických 
procesů zodpovědných za tyto reakce na léčivo a porovnání těchto tří léčiv mezi sebou, 
které by mohlo přispět k vysvětlení jejich rozdílného klinického použití. Abychom rozlišili 
typickou odpověď proti antracyklinům od obecné odpovědi nádorové buňky na léčivo, 
zahrnuli jsme do analýzy porovnání s dalšími dvěma protinádorovými preparáty s odlišným 
mechanismem účinku – cisplatinou (CisPt) a taxolem (TAX).  
V naší analýze jsme se zaměřili na velmi časné účinky léčiv, které předchází nástupu 
apoptózy. Nejprve byla pro všechna léčiva stanovena poloviční inhibiční koncentrace léčiv 
IC50 pomocí MTT testu  [35]. Protože k nástupu apoptózy dochází pro různé preparáty 
v různém čase, bylo nutno čas nástupu apoptózy (TA) pro používanou koncentraci léčiv 10x 
IC50 změřit pomocí aktivace kaspáz  [36] a ošetření buněk tomuto času přizpůsobit, aby byla 
analýza mezi více léčivy objektivněji porovnatelná. Následně byla CEM T-lymfoblastická 
linie buněk ošetřena v polovičním čase nástupu do apoptózy (TA50) koncentrací daného 
léčiva odpovídající 10x IC50 (Tabulka 1; Příloha 1, Table 1, str. 40). TA50 se pohyboval 
mezi 120 – 150 minutami s výjimkou doxorubicinu, jehož TA50 byl 250 minut. 
 
Tabulka 1: Přehled analyzovaných protinádorových léčiv spolu s jejich zkratkami, 
mechanismem účinku a hodnotami 10x poloviční inhibiční koncentrace IC50 a 





Anti-cancer drug Abbreviation Mechanism of action 10× IC50 (µg/mL) TA50 (min) 
Daunorubicin DNR intercalation, topo II inhibitor 0.03 120 
Doxorubicin DOXO intercalation, topo II inhibitor 0.05 250 
Mitoxantrone MTX intercalation, topo II inhibitor 1.88 × 10
−3
 150 
Cisplatin CisPt alkylating-like 7.57 150 




Buňky byly po ošetření léčivem sklizeny, promyty a lyzovány do pufru pro 
dvourozměrnou elektroforézu. Koncentrace proteinů ve vzorcích byla stanovena pomocí 
Pierce 660 nm protein assay kitu. Následně byly buněčné lyzáty separovány pomocí 2-DE 
ve dvou pH gradientech pH 4-7 a pH 6-11, aby došlo k pokrytí co největšího množství 
proteinů ve vzorcích. 2D gely byly obarveny fluorescenční barvou Sypro a digitalizovány. 
Vzniklé 2D mapy byly počítačově vyhodnoceny pomocí software Redfin Solo (Ludesi) pro 
nalezení diferenčních proteinových spot mezi léčivem neošetřenými kontrolami a vzorky 
ošetřenými jednotlivými léčivy. V průměru bylo detekováno 2180 proteinových spot na pH 
4-7 gelech a 570 proteinových spot na pH 6-11 gelech. Celkově bylo pro všech 5 léčiv 
nalezeno 133 signifikantních diferenčně regulovaných proteinových spot s nárůstem 
abundance oproti kontrolám a 86 signifikantně regulovaných proteinových spot s poklesem 
abundance oproti kontrolám (fold-change >1.2 pro p-value <0.01 nebo fold-change >1.5 pro 
p-value <0.05). Mezi nimi bylo 40 spot regulovaných po ošetření DNR, 47 spot 
regulovaných po ošetření DOXO a 54 spot po ošetření MTX (Tabulka 2; Příloha 1, Table 2, 
str. 42). Regulované proteinové spoty byly vyřezány z preparativních gelů a proteiny v nich 
identifikovány pomocí MALDI-TOF/TOF MS.  
Tabulka 2: Analyzovaná léčiva s počtem signifikantně regulovaných proteinových spot 
v porovnání s neošetřenou kontrolou spolu s trendem jejich regulace a počtem 




















proteins Up Down Up Down Up Down 
DNR 32 8 24 24 8 1 7 5 40 9 31 29 
DOXO 29 15 14 21 18 13 5 10 47 28 19 31 
MTX 40 24 16 30 14 9 5 10 54 33 21 40 
CisPt 24 21 3 18 23 16 7 13 47 37 10 31 
TAX 29 25 4 21 2 1 1 1 31 26 5 22 
Total 154 93 61 114 65 40 25 39 219 133 86 153 
 
Proteiny, které byly identifikovány jako jeden protein v jedné proteinové spotě pro 




Obrázek 2: Grafické znázornění identifikovaných proteinů se signifikantními změnami po 
ošetření nádorových CEM buněk léčivy daunorubicinem (DNR), doxorubicinem (DOXO) a 
mitoxantronem (MTX). Světle modré obdélníky představují buňku ošetřenou konkrétním 
léčivem a jednotlivé uzly představují protein označený podle genového symbolu. Barva 
uzlů znázorňuje biologický proces Gene Ontology podle klasifikace pomocí Panther SW 
(www.pantherdb.org), kdy žlutá je buněčný proces, červená produkce prekurzorů 
metabolitů a energie, zelená imunitní proces/odpověď na stimul, modrá metabolický proces, 
fialová reprodukce, šedá transport a bílou barvou jsou znázorněné proteiny, pro které nebyl 
biologický proces, kterého se účastní, definován. Tvar uzlů znázorňuje trend regulace, 
proteiny zvýšené po ošetření léčivem v porovnání s kontrolou představují trojúhelníky 
obrácené směrem nahoru, proteiny snížené po ošetření léčivem v porovnání s kontrolou 
představují trojúhelníky obrácené směrem dolů a proteiny s rozdílným trendem regulace 
představují kosočtverce. Převzato z Tylečková et al. IJMS 2012 
 
 Pro daunorubicin bylo nalezeno 24 typických proteinů, oproti dalším léčivům bylo 
množství většiny z nich po ošetření léčivem sníženo. Typickou skupinou proteinů 
ovlivněných daunorubicinem je skupina proteinů účastnících se energetického metabolismu. 
Doxorubicin v naší analýze typicky ovlivnil 18 proteinů, za specifickou skupinu proteinů 
můžeme označit transportní proteiny. Největší počet léčivem ovlivněných proteinů jsme 
nalezli pro mitoxantron, a to 25, s naprostou převahou proteinů účastnících se 
metabolických procesů (Příloha 1, Figure 5, str. 50). 12 proteinových spot bylo shodně 
ovlivněno po působení doxorubicinu a mitoxantronu, zatímco byla nalezena pouze jedna 
proteinová spota shodně ovlivněná všemi třemi léčivy. Obecně nejvíce regulovaných 
proteinů je podle Gene Ontology klasifikováno jako proteiny metabolických procesů 




 Zároveň byla provedena multivariační klasifikace všech pěti studovaných léčiv 
spolu s neošetřenými kontrolními buňkami pomocí analýzy hlavních komponent (PCA), 
kde bylo zjištěno, že v první dimenzi, která má největší varianci, se oddělí antracyklinová 
léčiva od kontrol a ostatních léčiv. Ve druhé dimenzi se potom oddělí daunorubicin od 
doxorubicinu s mitoxantronem a třetí dimenze separuje hlavně daunorubicin od 
neošetřených kontrol (Příloha 1, Figure 6, str. 53). 
 Tato práce ukazuje, že i přesto, že si jsou námi studovaná tři léčiva ze skupiny 
antracyklinů/antracendionů strukturálně velmi blízká, odpověď nádorové buňky na ošetření 
těmito léčivy je pro každé z nich na proteinové úrovni specifická. Jedním z proteinů 
specifických pro protinádorovou odpověď na daunorubicin je zvýšení hladiny TAR DNA-
binding proteinu 43 (TARDBP), což bylo povrzeno i pomocí western blotu. Tento protein je 
spojován s neurotoxicitou in vivo  [39], microRNA biosyntézou, apoptózou i s buněčným 
dělením  [40] a jeho zvýšení by tak mohlo přispívat k toxicitě léčiva k nádorové buňce. 
Mezi proteiny, které jsou specifické pro protinádorovou odpověď buněk na ošetření 
doxorubicinem, patří mimo jiné zvýšení hladiny spermidine syntázy, zvýšení hladiny dvou 
proteinových spot elongačního faktoru 2 katalyzujícího ribozomální translokaci při translaci 
nebo snížení hladiny proteinu KH domain-containing RNA-binding, signal transduction-
associated proteinu 1. U posledních dvou jmenovaných dochází k regulaci jejich funkce 
pomocí fosforylace a bylo by proto vhodné zabývat se jejich posttranslačními modifikacemi 
a lokalizací v buňce, aby bylo možné plně objasnit jejich funkci v protinádorové odpovědi 
na doxorubicin. Důležitou skupinou proteinů po odpovědi buněk na doxorubicin se zdají být 
transportní proteiny, konkrétně snížený protein GTP-binding protein SAR1b a zvýšený 
Caprin-1. Toto zjištění může ukazovat na možnou úlohu proteotoxického stresu 
vycházejícího ze stresu v endoplasmatickém retikulu, který může vést až k apoptóze nebo 
k autofagii  [41]. Většina změn na proteinové úrovni, které provázely ošetření 
mitoxantronem, byly menší či střední změny proteinů metabolických procesů. Jedním 
z nich je zvýšení ATPázy RuvB-like 1, které bylo potvrzeno také western blotem. Zvýšení 
množství tohoto proteinu bylo zjištěno u různých druhů rakoviny, v případě lidského 
hepatocelulárního karcinomu bylo popsáno jeho spojení s vyšší tumorigenicitou  [42].  
V závěru práce jsou okrajově diskutovány i proteiny, jejichž změny nejsou typické 
pouze pro antracyklinová léčiva. Tyto proteiny se účastní různých biologických procesů, 
hlavně základního buněčného metabolismu, a několik z nich jsou proteiny notoricky známé 
svou rolí v různých nádorových onemocněních.  
Ze studie tedy vyplývá, že každé z námi studovaných léčiv je schopné indukovat 
specifické změny na proteinové úrovni, z nichž některé mohou objasnit molekulární 
mechanismy, které přispívají k protinádorové odpovědi těchto léčiv. Na druhou stranu jsme 
nalezli i změny proteinů, které spíše představují adaptační mechanismy, pomocí nichž se 
snaží nádorová buňka zajistit svůj další růst. Blokace těchto adaptačních mechanismů by se 




Podíl autora J.T. na publikaci je 70 %. J.T. je první autor práce, podílela se na 
plánování experimentů spolu s H.K. a M.H., prováděla 2D elektroforézu spolu s R.H., 
vyhodnocení výsledků 2DE, výběr spot na MS, MS identifikace pod vedením P.H., western 
blot verifikace spolu s R.H. a K.M., klasifikaci proteinů Gene Ontology, přípravu publikace. 
Podílela se spolu s H.K. a se S.G. na psaní publikace.  
 
7.2 Rezistence nádorové buňky na léčivo se zaměřením na konkrétní 
proteiny: Rho GDP disociační inhibitor 2, Y-box binding protein 1 a HSP70/90 
organizující protein v aplikacích klinické proteomiky 
 
Cancer drug-resistance and a look at specific proteins: Rho GDP-dissociation inhibitor 2, 






, Hrabakova R., Halada P., Dziechciarkova M., Hajduch M., 
Gadher S.J., Hammar A., Enetoft D., Ekefjard A., Forsstrom-Olsson O., Kovarova H., J 
Proteome Res (2011) 10(2): 404-15; IF 5,46 
 
 V této práci byly pomocí proteomických technik analyzovány změny spojené 
s rozvojem získané rezistence k inhibitoru cyklin-dependentních kináz (CDKs), boheminu. 
Primárním cílem byla identifikace potenciálních cílů rezistence v buňce. Studie odhalila 
klíčovou úlohu proteinů Rho GDP disociačního inhibitoru 2, Y-box binding proteinu 1 a 
HSP70/90 organizujícího proteinu. Dále byly tyto proteiny validovány v dalších buněčných 
liniích rezistentních k jiným léčivům jako je vinkristin nebo daunorubicin. 
Práce je založena na porovnání rozdílů v proteinovém složení mezi buněčnou linií 
CEM rezistentní k CKD inhibitoru boheminu (CEM-BOH) a její mateřskou linií CEM, 
která je na léčivo citlivá. Proteiny buněčných lyzátů byly frakcionovány pomocí 
dvourozměrné kapalinové chromatografie PF 2D. Celkem byly lyzáty rozdělěny na 15 pI 
frakcí s více než 1200 proteinovými píky. Výsledné proteomové mapy, konstruované 
z chromatografických profilů, byly vyhodnoceny novým SW Viper (Ludesi, Švédsko). Bylo 
nalezeno celkem 6 frakcí obsahujících diferenční proteinové píky s hodnotou 
pravděpodobnosti p < 0,05 a dalších 12 frakcí obsahujících píky s fold change větší než 1,6. 
Proteiny v těchto frakcích byly identifikovány pomocí MS. Celkem bylo identifikováno 26 
různých proteinů, mezi nimi bylo několik ribozomálních proteinů velké 60S ribozomální 
podjednotky (proteiny L4, L6, L7a, L15 a L26), stejně jako malé ribozomální 40S 
podjednotky (S4_X izoforma, S8, S13, S24 a S25). Dále bylo detekováno několik variant 
histonů (histon H2A typ 1-H, histon H2B typ 1-B, typ 1-D a typ 1-J a histon H4). Změny 




a transkripce, případně i epigenetické regulace. Toto bylo pozorováno i u modelování 
možných interakčních sítí, které spojují interakční partnery identifikovaných proteinů 
(Příloha 2, Figure 7, str. 76).  
Následně jsme se zaměřili na detailní verifikaci proteinů se signifikantním nárůstem 
v rezistentní CEM-BOH linii, a to proteiny Rho GDP disociačního inhibitoru 2 (Rho GDI2), 
Y-box binding proteinu 1 (YB-1) a HSP70/90 organizujícího proteinu (Hop) pomocí 
imunoblotu a imunohistochemie. Tyto proteiny mohou mezi nalezenými představovat 
nejvhodnější potenciální cíle léčiv. Nejprve byla provedena analýza celkových buněčných 
lyzátů pomocí western blotu. Pro Rho GDI2 se podařil potvrdit jeho nárůst v rezistentních 
buňkách. Pro další dva proteiny se ale změna mezi senzitivní a rezistentní linií na 
celobuněčném lyzátu nepotvrdila. Dále byly proteiny verifikovány přímo v PF 2D pH 
frakcích. Na těchto frakcích byla pozorována přítomnost kyselých pH izoforem YB-1 
proteinu v senzitivních buňkách, které nebyly přítomné u rezistentních buněk. Oproti tomu 
pro Hop byl pozorován posun ke kyselým izoformám proteinu v rezistentních buňkách. 
Dále jsme pro Hop protein sledovali jeho lokalizaci v buňce pomocí imunohistochemie 
vzhledem k dosud publikovaným pracím  [43, 44], podle kterých by měla fosforylace 
proteinu mít vliv nejenom na jeho lokalizaci ale i na buněčnou funkci. V senzitivních 
buňkách byl protein lokalizován hlavně v jádře asociovaný s chromozomy, zatímco 
v rezistentních buňkách byla jeho lokalizace kromě jádra i v cytoplazmě.  
Detailní verifikace pomocí imunoblotu pro YB-1 a Hop proteiny tak odhalila, že 
pozorované změny se týkají spíše než celkového množství proteinů změn různých 
proteinových variant nebo modifikací mezi citlivou a rezistentní linií buněk.  
Proteiny byly dále studovány na buněčných liniích CEM rezistentních k vinkristinu 
a daunorubicinu (CEM-VCR, CEM-DNR) a na buněčné linii A549 jako modelu solidního 
tumoru rezistentního k boheminu a vinkristinu (A549-BOH, A549-VCR). Pomocí 
imunoblotu byl zjištěn nárůst proteinu Rho GDI2 ve všech rezistentních liniích v porovnání 
se senzitivními buňkami. Pro YB-1 byl pozorován jeho pokles v CEM-VCR a CEM-DNR 
liniích pro celý 50 kDa protein, dále byla pozorována přítomnost zkrácené 20 kDa formy a 
nárůst zkrácené 32 kDa izoformy proteinu u A549-BOH. Celkové množství proteinu Hop 
nevykazovalo na úrovni celobuněčných lyzátů žádné změny.  
Rho GDI2 patří do rodiny GDP disociačních inhibitorů, které regulují GTPázy, 
včetně proteinů Ras1, Cdc42 nebo RhoA. Zvýšená exprese Rho GDI2 v některých typech 
nádorových buněk rezistentních k protinádorovým léčivům již byla popsána v předchozích 
studiích  [45]. V naší práci byl potvrzen nárůst v množství tohoto proteinu u všech námi 
sledovaných linií. Mechanismus, kterým může Rho GDI2 přispívat k rezistenci k léčivu, je 
pravděpodobně spojen s jeho antiapoptotickým účinkem. Rho GDI2 proto podle nás 




YB-1 je proteinem z cold shock domain proteinové rodiny s různými funkcemi 
v regulaci transkripce, translace, oprav DNA a buněčné odpovědi na prostředí  [46]. Jeho 
aktivita a lokalizace může být regulována fosforylací i jeho proteolýzou v proteazomu  [47]. 
Zkrácená izoforma YB-1 byla detekována v CEM i A549 rezistentních buňkách 
k boheminu, vinkristinu i daunorubicinu. Toto pozorování souhlasí s rolí proteazomem 
zkrácené formy YB-1 ve vzniku rezistence  [46, 47]. Zároveň jsme prokázali přítomnost 
více bazických forem YB-1 typických pro bohemin-rezistentní buňky. Tento posun může 
být způsoben právě rozdílnou fosforylací proteinu  [48].  
Protein Hop je ko-chaperonem molekulárních chaperonů Hsp70 a Hsp90  [49]. 
Nejlépe popsanou známou funkcí tohoto proteinu je jeho role v přenosu signálu steroidních 
receptorů včetně odpovědi na glukokortikoidy  [50]. V naší studii byl Hop v rezistentních 
buňkách posunut k více kyselému pH, což může znamenat jeho zvýšenou fosforylaci 
v těchto buňkách. Tento posun se zdá být spojen i se změnou jeho lokalizace, kdy u 
rezistentních buněk je lokalizován kromě jádra také v cytoplazmě. Na základě těchto 
výsledků můžeme usuzovat, že změny v posttranslačních modifikacích Hop proteinu jsou 
spojeny s rozvojem rezistence k boheminu díky ovlivnění přenosu signálu přes steroidní 
receptory. 
Výsledky této práce naznačují, že pro rozvoj rezistence k protinádorovým léčivům 
nejsou důležité pouze proteinové změny na kvalitativní/kvantitativní úrovni, ale že 
důležitou úlohu hrají také další parametry jako jsou zkrácené formy proteinů s jinou 
biologickou rolí, posttranslační modifikace vedoucí ke změnám pI proteinů stejně tak jako 
jejich lokalizace uvnitř buněk, které tak mohou kontrolovat odpověď nádorové buňky na 
léčivo. 
Podíl autora J.M. na publikaci je 40 %. J.M. je spolu s H.S. prvním autorem práce. 
J.M. prováděla separace proteinů pomocí PF 2D, analýzu 2D map, podílela se na 
veškerých verifikacích proteinů pomocí imunoblotu i analýze jejich výsledků a na plánování 
a psaní publikace.  
 
7.3 Rezistence nádorové buňky k inhibitorům aurora kináz: 
identifikace nových cílů nádorové terapie 
 
Cancer cell resistance to Aurora kinase inhibitors: identification of novel targets for cancer 
therapy 
Hrabakova R., Kollareddy M., Tyleckova J., Halada P., Hajduch M., Gadher S.J., Kovarova 




V této práci jsme se zaměřili na rozdíly v proteinovém složení buněčných lyzátů 
buněk kolorektálního karcinomu HCT116 citlivých a rezistentních k inhibitorům aurora 
kináz (AURKs) CYC116 a ZM447439 za použití dvourozměrné gelové elektroforézy a 
MALDI-TOF/TOF MS. Protože byla v nedávno publikovaných studiích popsána spojitost 
mezi inhibicí AURKs a stavem proteinu p53  [51, 52], zahrnuli jsme do analýzy jak wild 
type p53
+/+
 tak i mutované p53
-/-
 HCT116 buňky a sledovali jsme tak i rozvoj rezistence 
k inhibitorům AURKs v závislosti na fenotypu p53 v nádorových buňkách.  





buněk krátkodobým ošetřením 1µm AURK inhibitorem CYC116 i ZM447439. Po pěti 
týdnech bylo získáno několik rezistentních klonů, které měly řádově vyšší hodnotu 
poloviční inhibiční koncentrace IC50 v porovnání s mateřskými liniemi. Pro analýzu byly 
vybrány 4 klony rezistentní k CYC116, z nichž klony R1.2 a R1.3 nesly wild-type alelu 
p53
+/+
 a klony R2.1 a R2.2 mutovanou p53
-/-
, a 4 klony rezistentní k ZM447439, z nichž 
klony R3.1 a R3.2 nesly wild-type alelu p53
+/+





Obrázek 3: Analyzované klony HCT116 buněk rezistentních k AURKs inhibitorům 
ZM447439 a CYC116. Rezistentní klony nesoucí wild type (WT) alely p53
+/+
 byly 
porovnány s kontrolní (CT) sensitivní linií HCT116 buněk nesoucí wild type alely p53
+/+
, 
rezistentní klony s mutovaným proteinem p53
-/-
 byly porovnány s kontrolní sensitivní linií 
s mutovaným proteinem p53
-/-
. Převzato z Hrabakova et al. JPR 2012 
 
Buňky byly kultivovány do 80% konfluence, promyty PBS a přímo na miskách 
lyzovány do pufru pro 2-DE. Proteinové lyzáty byly rozděleny pomocí 2-DE, v první 
dimenzi na dvou pH gradientech, pH 4-7 a pH 6-11, ve druhé dimenzi na 12% 
polyakrylamidovém gelu. Po obarvení byly proteinové spoty v gelech vizualizovány 
fluorescenčním barvením a vzniklé proteinové mapy rezistentních klonů byly porovnány 
s příslušnými citlivými mateřskými liniemi (Obrázek 3). Diferenční proteinové spoty s 
hodnotou p-value < 0.05 a minimální změnou fold change > 1.2 byly následně vyříznuty a 
identifikovány pomocí MALDI-TOF/TOF hmotnostní spektrometrie. Celkem bylo ve 144 
proteinových spotách identifikováno 127 proteinů. 6 vybraných proteinů jsme verifikovali 
pomocí western blotu u všech 8 HCT116 rezistentních klonů a jejich kontrolních 




verifikace na liniích lymfoblastické leukémie a plicního adenokarcinomu rezistentních 
k několika protinádorovým léčivům s různým mechanismem účinku (Obrázek 4B).  
Většina proteinových změn byla pozorována pouze u individuálních klonů 
nádorových buněk. Pro buňky rezistentní k inhibitoru CYC116 jsme nalezli pět 
specifických proteinů se signifikantními změnami ve všech 4 rezistentních klonech oproti 
citlivým kontrolám, které tak nesouvisely se stavem proteinu p53 v těchto klonech, a to 
translationally-controlled tumor protein, 60 kDa heat shock protein, heterogeneous nuclear 
ribonucleoprotein G, leukocyte elastase inhibitor a serin hydroxymethyltransferáza (Příloha 
3, Figure 3). Modelování protein-proteinových interakcí těchto pěti proteinů odhalilo jejich 
přímou interakci přes autophagy protein 5 a WD repeat domain phosphoinositide-
interacting protein 2 (Příloha 3, Figure 5), která ukazuje na možnou roli procesů autofagie 
v mechanismu rezistence k inhibitoru AURK CYC116. Navíc serin 
hydroxymethyltransferáza již byla popsána jako potenciální cíl nádorové terapie  [53]. 
Hladina tohoto proteinu byla v naší práci zvýšena nejenom u HCT116 buněk rezistentních 
k CYC116, ale také v dalších dvou buněčných liniích CEM a A549 rezistentních k jiným 
léčivům (Obrázek 4B). Tento protein tak představuje potenciální cílovou molekulu pro 
překonání rezistence k nádorové terapii.  
Jako specificky regulovaný protein v rezistentních buňkách s wild-type alelami p53 
oběma inhibitory CYC116 i ZM447439  byl nalezen elongační faktor 2. Na druhou stranu 
mezi proteiny specificky regulované v p53
-/-
 buňkách rezistentních k oběma inhibitorům 
patří známý protein s ochranou funkcí proti oxidačnímu stresu lyzozym C a anti-
apoptotický protein 78 kDa glucose-regulated protein.  
Co se týká proteinů specificky regulovaných pouze v buňkách rezistentních 
k inhibitoru ZM447439, hladina proteinu PAF acetylhydrolázy byla snížena v p53
-/-
 klonech 
a hladina proteinu GTP-binding nuclear protein Ran byla zvýšena pouze v p53
+/+ 
klonech 
(Obrázek 4A). Oba tyto proteiny také představují nové slibné molekulární cíle v nádorové 
terapii  [54, 55].  
Mezi proteiny extrémně zajímavými z hlediska rozvoje rezistence patří proteiny 
související s regulací apoptózy. Jedním z takovýchto proteinů, který byl v naší práci nalezen 
ve zvýšeném množství nejen u buněk kolorektálního karcinomu, ale i u buněk 
lymfoblastické leukémie a plicního adenokarcinomu, je serpin B5. Dalšími proteiny 
související s apoptózou nalezenými v naší práci jsou kalretinin a voltage-dependent anion-
selective channel protein 2. U těchto dvou proteinů bylo prokázáno jejich zvýšení v AURK 
rezistentních buňkách i v buňkách A549 (Obrázek 4). 
Obrázek 4: Verifikace vybraných proteinových změn pomocí western blotu. 4A) 
Analýza hladin šesti proteinů, β-tubulin sloužil jako kontrola nanášky. Vzorky HCT116 
buněk citlivých k inhibitorům Aurora kináz jsou označeny jako CT, buňky nesoucí wild-




Vzorky buněk rezistentních k inhibitorům Aurora kináz jsou označeny příslušným 
inhibitorem ZM447439 a CYC116 a označením klonu. 4B) Analýza hladin proteinů serpin 
B5, kalretinin, voltage-dependent anion-selective channel protein 2 a serine 
hydroxymethyltransferázy v lyzátech buněk CEM lymfoblastické leukémie a A549 plicního 
adenokarcinomu. Kontrolní citlivé buňky jsou označeny jako CT, buňky rezistentní 
k daunorubicinu DNR, vinkristinu VCR, cytarabinu ARA a taxolu TAX. Převzato 
z Hrabáková et al. JPR 2012 
 
Výše jmenované proteiny tedy mohou přispívat k rozvoji rezistence k Aurora 
kinázovým inhibitorům. Navíc byly prokázány změny v hladinách proteinů serin 
hydroxymethyltransferáza, serpin B5, kalretinin a voltage-dependent anion-selective 
channel protein 2 u leukemických buněk CEM a buněk plicního karcinomu A549 
rezistentních k jiným typům protinádorových léčiv. Tyto proteiny tak mohou představovat 
nové molekulární cíle pro překonání rezistence na léčiva. Hladiny některých proteinů 
vybraných z této práce jsou v současné době analyzovány v pacientských vzorcích a jsou 
předmětem patentové ochrany.  
Podíl autora J.T. na publikaci je 30 %. J.T. se podílela na 2D elektroforézách včetně 





7.4 Problematika výzkumu rakoviny a možnosti studia nádorových 
biomarkerů 
 
Challenges in cancer research and multifaceted approaches for cancer biomarker quest 
Martinkova J., Gadher S.J., Hajduch M., Kovarova H., FEBS Letters (2009) 583: 1772-
1784; IF: 3,601 
 
 V tomto přehledném článku shrnujeme z pohledu hlavně proteomického přístupu 
poslední výsledky ve výzkumu nádorových biomarkerů.  
 Pojmem rakovina označujeme heterogenní skupinu onemocnění, která jsou 
zodpovědná za velké procento celkové úmrtnosti v populaci. Poznatky z biologie nádorů 
ukázaly, že se normální buňka transformuje v nádorovou díky několikanásobným změnám 
v jejím genomu. Tyto změny významně zasahují do signálních sítí v buňce  [56], narušují 
buněčnou komunikaci a tím přispívají ke vzniku a progresi rakoviny. Proto identifikace 
takto postižených genů a na ně navazujících signálních drah a jejich cílů může ve velké 
míře přispět ke zlepšení prevence, diagnostiky, prognostiky a cílené terapie nádorových 
onemocnění. Hlavním cílem na míry šité protinádorové terapie je použití aktivní dávky 
léčiva přímo zacílené na konkrétní tumor s definovaným molekulárním profilem. Několik 
takových nových molekulárně cílených léčiv již bylo schváleno k použití nebo jsou 
v klinických testech  [57, 58, 59, 60], i když se ukazuje, že jako monoterapie často selhávají 
a proto je potřeba jejich použití v kombinovaných terapiích, kdy je zacíleno na stejnou 
signální dráhu, případně na dvě různé dráhy nebo kombinace cíleného léčiva s konvenční 
chemoterapií  [61].  
 Diagnostika pacienta s rakovinou a rozhodnutí o léčbě je v současnosti založeno 
hlavně na histologickém hodnocení nádoru patologem (tzv. gradingu). Tato morfologická 
klasifikace ale nemusí být dostatečná pro identifikaci a klasifikaci mnoha rozdílných 
subtypů choroby. Zahrnutí genomických a transkriptomických dat mohou tuto 
charakterizaci spojenou se specifickým nádorovým fenotypem významně zlepšit  [25]. 
Transkriptomické studie se zaměřují na změny v hladinách mRNA stejně jako změny 
v alternativním splicingu  [62]. Tyto vysoce výkonné analýzy za použití cDNA mikroarayí 
umožňují screening s rakovinou spojených genů a charakterizaci molekulárních znaků 
diferenčně exprimovaných genů mezi normální a nádorovou tkání. Tento molekulární 
přístup následně umožní objektivní klasifikaci nádorů. Dále byly studie pomocí mikroarayí 
použity při monitorování protinádorové terapie klasickými  [63, 64] i cílenými léčivy  [65]. 
Limitace, které v současnosti zabraňují plnému využití této techniky v klinické analýze, se 
kromě technických problémů týkají hlavně nutnosti použít čerstvě zamražené vzorky tkání a 
omezená znalost specifické funkce mnoha genů  [66]. Metodiky, které jsou použitelné i na 




mediated annealing, selection, extension and ligation) a mohou tak být použity pro větší 
retrospektivní studie  [67].   
V recentních pracích bylo dále dokázáno, že na rozvoji nádorových onemocnění se 
mohou podílet i miRNA  [68, 69], které regulují celou řadu biologických procesů včetně 
růstu, diferenciace a apoptózy. Analýza exprese 217 miRNA ve 334 vzorcích různých 
nádorů umožnila seskupení těchto nádorů podle tkání původu a jejich porovnání s normální 
tkání odráželo stadium diferenciace  [70]. Pro tuto analýzu bylo využito modifikace 
multiplexové Luminex xMAP technologie, což je metoda, která se dá úspěšně využít i pro 
multiplexovou analýzu proteinů z komplexních vzorků. 
Proteomické metody pro studium nových nádorových markerů oproti genomickým 
nebo transkriptomickým metodám lépe odráží aktuální stav s rakovinou spojených změn 
molekul a signálních drah. Tyto nádorové markery jsou buď přímo sekretované nádorovou 
buňkou nebo jsou reakcí okolí na nádor. Vyskytují se proto v největší koncentraci v tkáňové 
intersticiální tekutině a čím dále jsou od místa jejich sekrece tím více jejich koncentrace 
klesá. Výhodným materiálem pro studim nádorových markerů je krevní plazma/sérum a to 
díky své snadné dostupnosti. Zároveň ale plazma představuje velmi komplexní materiál 
s obrovským koncentračním rozdílem mezi různými proteiny a nádorové markery jsou 
v krevní plazmě podstatně naředěné. Analýze nádorových markerů v různých tělesných 
tekutinách se věnuje celá řada prací  [71, 72].  
K identifikaci nových diagnostických nebo prognostických biomarkerů 
charakterizujících rozvoj nebo progresi nádorů nebo cílů léčiv se často používá 
proteomických technik zaměřených na přímou analýzu nádorových buněk nebo tkání. 
Pomocí DIGE bylo analyzováno 64 benigních, hraničních i maligních vzorků tkání z 
ovariálních tumorů. Multivariační klasifikační analýza umožnila rozdělit tyto vzorky do 
skupin podle progrese rakoviny a zároveň signifikantní změny v proteinových spotách, 
které byly za toto rozdělení zodpovědné, představují potenciální diagnostické nádorové 
markery  [73]. Další rozsáhlá studie využívající DIGE byla publikována skupinou Kondo a 
kol.  [74]. Studie věnující se invazivitě nádorových buněčných linií využila metodiky 
MudPIT (Mutlidimensional Protein Identification Technology)  [75].  
Rostoucí zájem je věnován hledání nových markerů pro monitorování protinádorové 
terapie. Takovéto markery by přispěly k rozhodnutí o nejúčinnější možné terapii s minimem 
negativních účinků. Proteinové mikroaraye byly použity pro predikci protinádorové 
odpovědi u skupiny 60 lidských nádorových buněčných linií, tzv. NCI-60 panelu  [76]. 
Celkem byla sledována aktivita 118 agens měřením růstové inhibice po 48 hodin a 
sledováním celkem 52 protilátek. Z výsledků lze předpovědět chemosenzitivitu k těmto 118 
preparátům bez jakéhokoliv sledování mechanismu jejich účinku. Pomocí detailních 
proteomických studií používajících komparativní analýzu změn v množství proteinů po 
ošetření léčivem lze určit možné molekulární mechanismy účinku léčiv, respektive 




4, Table 2, str. 102-104) Většina těchto studií se ale zaměřuje na pozdní časové intervaly po 
působení léčiva, kdy již dochází k významnému rozvoji procesů směřujících k apoptóze. 
Proto monitorování molekulárních mechanismů, které nástupu apoptózy předcházejí 
v časných intervalech po expozici léčivem, může lépe přispět k pochopení primárních změn 
v signálních drahách, které později vedou k buněčné smrti.  
Podíl autora J.M na publikaci je 40 %. J.M. prováděla rešerši literatury, podílela se 
významným způsobem na přípravě struktury publikace i a na jejím sepsání.   
 
7.5 Relativní kvantifikace proteinů frakcionovaných pomocí 
ProteomeLab
TM 
PF 2D systému za použití izobarického značení pro relativní a 
absolutní kvantifikaci (iTRAQ) 
 
Relative quantification of proteins fractionated by the ProteomeLab
TM
 PF 2D system using 
isobaric tags for relative and absolute quantification (iTRAQ) 
Skalnikova H., Rehulka P., Chmelik J., Martinkova J., Zilvarova M., Gadher S.J., Kovarova 
H., Anal Bioanal Chem (2007) 389: 1639-1645; IF: 2,867 
 
Práce popisuje optimalizovaný protokol izobarického značení pro relativní a 
absolutní kvantifikaci iTRAQ a tandemové hmotnostní spektrometrie, kterého lze využít 
pro relativní kvantifikaci proteinů rozdělených pomocí dvourozměrné kapalinové 
chromatografie na systému ProteomeLab
TM
 PF 2D.  
Dvourozměrná separace komplexních proteinových vzorků jako jsou například 
sérum nebo buněčné lyzáty pomocí 2D-HPLC systému PF 2D probíhá v první dimenzi na 
chromatofokusační koloně a ve druhé na reverzní fázi. Kvantifikace proteinů probíhá 
pomocí UV detekce a jednotlivé separované kapalné frakce jsou sbírány pro případné další 
analýzy například identifikace proteinů hmotnostní spektrometrií. Kvantifikace pomocí UV 
má ovšem své limity v případě, kdy ve stejné frakci koeluuje najednou více proteinů. I pro 
tento případ jsme upravili protokol, který využívá značení peptidů iTRAQ. Tato technika je 
založena na chemickém označení N-konců peptidů po tryptickém digestu proteinů. Pro 
různé vzorky buněčných proteinových lyzátů kultivovaných v různých podmínkách se 
používají různě těžké značky, naznačené vzorky jsou následně spojeny a analyzovány 
tandemovou MS. Fragmentované peptidy jsou nejprve prohledány proti databázi za účelem 
identifikace peptidů, resp. příslušných proteinů. Zároveň dochází k fragmentaci značky na 
nízkomolekulární tzv. reportérový iont, který je unikátní pro každý vzorek. Porovnání 
intenzit reportérových iontů umožňuje relativní kvantifikaci na peptidové úrovni. V době 




s m/z  114, 115, 116 a 117 Da a tím bylo možno relativně kvantifikovat až 4 různé vzorky 
v jednom experimentu. 
Původní iTRAQ analýza je určena pro značení a kvantifikaci asi 5-100 µg 
komplexních proteinových směsí. Pro množství proteinů pod 0,5 µg tryptického digestu 
bovinního albuminu nebyl detekován signál specifických peptidů, a to pravděpodobně díky 
přítomnosti interferujících látek jako je SDS, TCEP a autolytické produkty trypsinu. 
Množství proteinů v jedné frakci po frakcionaci na PF 2D se ale obvykle pohybuje mezi 
0,01 a 0,5 µg. Proto jsme standardní výrobcem doporučovaný protokol pro značení pomocí 
iTRAQ optimalizovali. Hlavní změny spočívají v nahrazení 0,1 % SDS v rozpouštěním 
pufru 1 M močovinou, použití řádově menšího množství modifikovaného Promega trypsinu, 
který nepodléhá autolýze v takové míře jako nemodifikovaný trypsin, celkové redukci 
reakčním objemů minimálně desetkrát a purifikaci a zakoncentrování vzorků na 
mikrokolonách naplněných materiálem Poros R2.  
Proveditelnost modifikovaného protokolu jsme demonstrovali na vzorcích 
buněčného lyzátu T-lymfoblastické linie CEM buněk bez a po ošetření CDK inhibitorem 
boheminem, které byly frakcionovány pomocí PF 2D. Konkrétní proteinová frakce s pI 4,9-
5,2 a retenčním časem 17,2-17,3 minuty vykazovala na UV 1,94 násobný nárůst 
v ošetřených buňkách v porovnání s neošetřenou kontrolou. Celkem se nám podařilo v této 
frakci po označení iTRAQ značnami s m/z 117 (CDKI ošetřené buňky) a 114 (kontrola) 
identifikovat a kvantifikovat na MALDI-TOF/TOF spektrometru 6 peptidů vimentinu 
s průměrným nárůstem 2,26 ± 0,2, což je v dobré shodě s kvantifikací pomocí UV. 
Námi optimalizovaný protokol umožňuje s vysokou citlivostí relativně kvantifikovat 
malá množství proteinů/peptidů pomocí značení iTRAQ na MALDI-TOF/TOF bez nutnosti 
další separace značených peptidů, čímž zároveň dojde k významnému zjednodušení 
komplexity dat. 
Podíl autora J.M. na publikaci je 15 %. J.M. se podílela na frakcionaci proteinů 







Rakovina je i přes současné pokroky v porozumění nádorové biologii a nových 
léčebných strategiích stále druhou nejčastější příčinou úmrtí v rozvinutých zemích. Studie 
zabývající se molekulárními mechanismy, kterými působí konvenční, cílená i 
experimentální léčiva na nádorové buňky a které mohou odhalit markery protinádorové 
odpovědi a/nebo rezistence i nové cíle léčiv jsou jednou z priorit celosvětového základního i 
klinického výzkumu. Přitom právě validace experimentálních dat a jejich zavedení do 
klinického využití představuje nejnáročnější část tohoto úkolu. 
V této dizertační práci jsem sledovala účinek konvenčních protinádorových léčiv ze 
skupiny antracyklinů/antracendionů na nádorovou buňku na proteinové úrovni. Práce 
odhalila, že každé z námi studovaných léčiv vyvolává specifickou protinádorovou odpověď 
bez ohledu na vysokou strukturní podobnost těchto léčiv. Zároveň byly nalezeny změny 
v proteinech, které jsou společné pro tato léčiva. Nejrozdílnější ze studované skupiny 
antracyklinových léčiv byl shledán daunorubicin. Výsledky mohou napomoci k vysvětlení 
rozdílného klinického využití těchto léčiv.  
Dále jsme charakterizovali změny v proteomu buněk po získání chemorezistence ke 
slibnému experimentálnímu preparátu ze skupiny inhibitorů cyklin-dependentních kináz 
boheminu. Výsledky odhalily obecnou deregulaci v transkripci a translaci u 
chemorezistentních buněk a regulační roli proteinů Y-box binding protein 1 a HSP70/90 
organizující protein v rozvoji rezistence k tomuto preparátu. Důležité jsou nejenom 
kvantitativní změny v celkovém množství proteinů, ale také změny na úrovni 
posttranslačních modifikací nebo rozdílné role jednotlivých proteinových forem. Dále se 
podařilo odhalit potenciální víceúčelový marker rezistence k různým cytostatickým 
léčivům, a to Rho GDP-disociační inhibitor 2.  
Identifikovali jsme nové potenciální molekulární cíle nádorové terapie na buněčných 
liniích rezistentních k aurora kinázovým inhibitorům. Mezi klíčové molekuly patří serin 
hydroxymethyltransferáza, PAF acetylhydroláza, GTP-binding nuclear protein Ran, serpin 
B5, voltage-dependent anion-selective channel protein 2 nebo kalretinin.  
Zavedli jsme optimalizovaný protokol pro relativní kvantifikaci proteinů 
separovaných pomocí dvourozměrné kapalinové chromatografie na systému ProteomeLab 
PF 2D isobarickým značením iTRAQ. Tento protokol je oproti původnímu protokolu 
citlivější a umožňuje tak kvantifikovat i proteiny o velmi nízké koncentraci z frakcí 
obsahujících směs proteinů.  
Stále zůstává potřeba dalších následných validačních studií námi identifikovaných 
proteinů/potenciálních markerů, aby bylo možno uvažovat o jejich případném klinickém 




9 SEZNAM ZKRATEK 
2-DE  dvourozměrná gelová elektroforéza 
2D-HPLC dvourozměrná kapalinová chromatografie 
A549-BOH A549 buněčná linie rezistentní k boheminu 
A549-VCR A549 buněčná linie rezistentní k vinkristinu 
ARA  cytarabin 
AURKs Aurora kinázy 
CDKs  cyklin-dependentní kinázy 
CDKI  inhibitor cyklin-dependentních kináz 
CEM-BOH CEM buněčná linie rezistentní k boheminu 
CEM-DNR CEM buněčná linie rezistentní k daunorubicinu 
CEM-VCR CEM buněčná linie rezistentní k vinkristinu 
CisPt  cisplatina 
DASL  cDNA mediated annealing, selection, extension and ligation 
DNR  daunorubicin 
DOXO  doxorubicin 
Hop  HSP70/90 organizing protein 
IC50  poloviční inhibiční koncentrace 
ICPL  isotope coded protein labeling  
iTRAQ isobaric tags for relative and absolute quantification  
MS  hmotnostní spektrometrie 
MTX  mitoxantron 
PCA  analýza hlavních komponent (principal component analysis) 
PMF  peptide mass fingerprinting 
Rho GDI2 Rho GDP-dissociation inhibitor 2 
SILAC  stable isotope labeling by amino acidc in cell culture 
SRM  selected reaction monitoring 
TA  čas nástupu do apoptózy 
TAX  taxol 
VCR  vinkristin 
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